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主論文  １編  
NOX1/NADPH oxidase regulates the expression of multidrug resistance-associated protein 1 
and maintains intracellular glutathione levels. 
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審 査 結 果 の 要 旨 
 たばこ煙成分アクロレイン (ACR) およびメチルビニルケトン（MVK）はその反応性の高さか
ら種々の組織に毒性を示す．ACR および MVK の細胞傷害機構の１つに NADPH オキシダー
ゼ (NOX) 由来の活性酸素種（ROS）が関与することが報告されている．本酵素には複数の分子
種が存在し，それぞれ発現組織，細胞内局在，ROS 産生量が異なることから，これら不飽和カ
ルボニル化合物による細胞毒性に何れの NOX 分子種が関与するかは未だ明らかにされていな
い．そこで申請者は，たばこ煙成分の心毒性に関わる NOX 分子種を同定するため，心筋細胞で
発現することが知られる NOX1，NOX2 および NOX4 に着目し，ラット心筋芽細胞株 H9c2 を
用いて検討を行った． 
 野生型 H9c2 細胞において NOX1 および NOX4 mRNA の発現を認めたが， NOX2 mRNAは
検出されなかった．Cas-CRISPRによるゲノム編集法にて作製した Nox1 および Nox4 欠損細胞
では予想に反し，野生型細胞よりも低濃度の ACR および MVK 処置にて有意な生細胞数の減
少を認めた．また Nox1 欠損細胞と Nox4 欠損細胞との比較では Nox1 欠損細胞の方がより低
濃度のカルボニル化合物により生細胞数の減少を認めたことから，NOX1 がこれらたばこ煙成分
に対し保護的に作用していることが示唆された．以降は NOX1 による細胞保護作用の分子機序
について検討を行った．ACR および MVK は還元型グルタチオンと結合し解毒されることが知
られる．そこで Nox1 欠損細胞のグルタチオン含量を測定したところ，野生型と比較し有意に減
少していた．さらに Nox1 欠損による細胞内グルタチオン減少の分子機構を明らかにするため，
グルタチオン生成に関わるトランスポーター cystine/glutamate antiporter のタンパク発現と，生成
律速酵素である glutamate cysteine ligase 活性を検討した．しかしいずれについても野生型細胞と
の間に差異を認めなかった．一方，Nox1 欠損細胞ではグルタチオンの排出トランスポーターで
ある multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1) 遺伝子の発現が有意に上昇していることを
見出した．実際，MRP1 阻害薬である reversan の処置により Nox1 欠損細胞では ACR および 
MVK に対する細胞生存率の有意な改善が認められ，ACR 処置細胞で減少したグルタチオン量
も有意に回復していた． 
 以上が本論文の要旨であるが,  NOX1由来の ROS が心筋細胞において MRP1 の発現調節を
介して細胞内グルタチオンを保持し，保護的に機能していることが示された点で，医学上価値あ
る研究と認める. 
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